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  IIII. Einleitung 
 
1. Statine: Wirkmechanismus und Pharmakotherapie  
Unter dem Begriff der Statine (HMG-CoA-Reduktasehemmer) werden Hemmstoffe der 
Cholesterin-Synthese zusammengefasst. Statine senken den Plasma-Cholesterin-Spiegel, 
indem sie kompetitiv das Schlüsselenzym der Cholesterinbiosynthese, die 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase), hemmen, was die Bio- 
synthese von Mevalonat aus Hydroxymethylglutaryl-CoA verhindert (Abbildung 1). 
 
Die „Statin-Geschichte“ begann 1987, als das erste Präparat der HMG-CoA-
Reduktasehemmer, Lovastatin, das aus Pilzen gewonnen wurde, von der Food and Drug 
Administration (FDA) in den Vereinigten Staaten von Amerika die Zulassung für den Markt 
bekam.  
Zu den Statinen, die mikrobiologischer Herkunft sind, gehören neben Lovastatin auch 
Pravastatin und Simvastatin. Fluvastatin, Atorvastatin und Cerivastatin sind hingegen 
synthetisch hergestellte Substanzen
1.  
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Abbildung 1: Vereinfachtes Schema der Cholesterinbiosynthese 
Statine (HMG-CoA-Reduktasehemmer) blockieren die Synthese von Mevalonat aus 
Hydroxymethylglutaryl-CoA. Hierdurch kommt es zu einer verringerten de-novo-
Synthese von Cholesterin. Statine hemmen ebenfalls die Bildung verschiedener 
wichtiger Intermediate des Cholesterinstoffwechsels, wie zum Beispiel von 
Geranylgeranylpyrophosphat (Geranylgeranyl-PP), das für die Verankerung der 
kleinen GTPasen RhoA und Rac in die Plasmamembran benötigt wird.  
 
 
 
 
 
 
 
 
  22. Pharmakokinetik der Statine 
Bei den zuerst eingeführten Hemmstoffen Lovastatin und Simvastatin handelt es sich um 
„Prodrugs“, aus denen nach oraler Applikation der eigentliche Wirkstoff in der Leber durch 
Aufspaltung des Lacton-Ringes entsteht. Im Fall von Pravastatin und anderen neueren 
Substanzen liegen die Pharmaka gleich in der Wirkform vor, also mit geöffnetem Lacton-Ring. 
Nach oraler Aufnahme werden die Statine enteral resorbiert. Die Pharmaka treten aus dem 
Pfortaderblut in die Leber, dem Ort der Cholesterin-Synthese, ein und entfalten dort ihre 
Wirkung. Bei Fluvastatin und Pravastatin erfolgt eine Anreicherung in den Hepatozyten durch 
einen aktiven Transportmechanismus, den andere Zellen nicht besitzen.  
Die Metabolisierung von Lovastatin, Simvastatin, Atorvastatin und Cerivastatin erfolgt über 
Cytochrom P450(CYP)3A4. Fluvastatin wird über CYP2C9 metabolisiert, während die 
Biotransformation von Pravastatin offensichtlich nicht über den Cytochrom P450 
Stoffwechselweg abläuft
1. 
 
3. Nebenwirkungen der Statine 
Bei der Therapie mit Statinen werden Schädigungen von Leberzellen (Anstieg der 
Transaminasen im Serum) und der Skelettmuskulatur beobachtet. Es kommt in seltenen Fällen 
zur multifokalen Rhabdomyolyse, die über eine Myoglobinämie bis zum Nierenversagen 
führen kann. Diese schweren Nebenwirkungen treten vor allem in der Kombination der HMG-
CoA-Reduktasehemmer mit triglyzeridsenkenden Pharmaka (Fibrate und Nicotinsäure- 
derivate)
2, Makrolid-Antibiotika
3 und Cyclosporin A
4 auf.   
 
 
 
 
  34. Klinische Wirkung der Statine 
Statine werden weltweit in der Behandlung der primären Hypercholesterinämie Typ IIa und IIb 
eingesetzt
1;5;6;7. Neben der direkten Verminderung der Cholesterin-de-novo-Synthese hat die 
Senkung der Cholesterin-Konzentration in den Hepatozyten zur Folge, dass die hepatozytären 
LDL-Rezeptoren stärker exprimiert werden, wodurch LDL aus der Blutbahn eliminiert wird. 
Statine erreichen im Mittel eine Senkung des LDL-Cholesterins um etwa 35%, wobei jede 
Dosisverdopplung eine weitere LDL-Senkung um 7% bewirkt (7%-Regel)
1. Eine 
konkomittierende Senkung der Triglyzeride um 10% und ein Anstieg des HDL-Cholesterins 
um 5% ergänzen das günstige Wirkspektrum. Klinische Studien an Patienten mit und ohne 
koronarer Herzkrankheit oder Hypercholesterinämie haben ergeben, dass HMG-CoA-
Reduktasehemmer das relative Risiko eines Herzinfarktes je nach Patientengruppe bis zu 40% 
reduzieren
1. 
 
5. Die pleiotropen Effekte der Statine 
In einigen klinischen und experimentellen Studien zeigte sich, dass Statine auch bei Patienten 
mit normalem Cholesterin-Spiegel die arteriosklerotische Inzidenz senken
8. Daraus lässt sich 
schließen, dass die Wirkung der Statine über ihre Effekte auf den Plasma-Cholesterin-Spiegel 
hinausgeht
9. Es stellte sich heraus, dass Statine einen direkten Einfluss auf die Stabilität der 
arteriosklerotischen Plaques, die Entzündungsprozesse in den Gefäßwänden, die 
Endothelfunktion, die Gerinnung sowie den „oxidativen Stress“ haben
10. Diese Effekte werden 
als pleiotrope Wirkungen der Statine bezeichnet. Viele dieser Effekte der HMG-CoA-
Reduktasehemmer lassen sich durch ihre Blockierung der Synthese von Intermediaten im 
Cholesterinstoffwechsel erklären, die eine bedeutende Rolle bei der Verankerung von einigen 
intrazellulären Signalmolekülen in der Plasmamembran spielen.  
Wie eingangs erwähnt, hemmen Statine die Bildung von Mevalonat. Durch die Hemmung der 
Mevalonbiosynthese kommt es nicht nur zur Hemmung der Cholesterinbiosynthese, sondern 
  4auch zur Unterdrückung der Bildung von Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und 
Farnesylpyrophosphat (FPP)
11. Diese beiden Phosphorsäureester werden für die Verankerung 
von kleinen GTPasen aus der Ras-Familie in die Plasmamembran benötigt
12, die für die 
Aktivität dieser Enzyme eine Voraussetzung ist. Zu der GTPase-Familie gehören unter 
anderem Rac, Ras und RhoA, die eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielen
13. Um 
in die aktive Form überzugehen, muss eine Translokation der GTPasen vom Zytoplasma in die 
Plasmamembran stattfinden. Diese Translokation benötigt FPP für Ras und GGPP für Rac und 
RhoA
14-16. Statine verhindern somit die Isoprenylierung von Rac und RhoA, was eine 
Akkumulation von inaktivem Rac und RhoA im Zytoplasma zur Folge hat.  
 
In einigen klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass Statine die endothelabhängige 
Relaxation verbessern, bereits bevor eine signifikante Reduktion des Plasma-Cholesterin-
Spiegels beobachtet werden konnte
17-19. Die endothelabhängige Relaxation wird vor allem 
durch die vaskuläre NO (Stickstoffmonoxid)-Bioverfügbarkeit bestimmt. NO hat einen 
zentralen Stellenwert in der vaskulären Homöostase und wird als das wichtigste 
„antiarteriosklerotische Prinzip“ in der Gefäßwand angesehen
20. Es konnte gezeigt werden, 
dass NO über die Aktivierung der löslichen Guanylylzyklase Blutgefäße dilatiert
21 und sowohl 
adhäsions- und aggregationshemmend auf Leukozyten
22 beziehungsweise Thrombozyten
23;24 
wirkt als auch hemmend auf die Proliferationsrate glatter Muskelzellen
25. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass eine verminderte endothelabhängige Relaxation ein Risikofaktor 
für spätere kardiovaskuläre Erkrankungen wie Arteriosklerose und Hypertension ist
26. 
NO wird durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin und Sauerstoff
27 im 
vaskulären Endothel gebildet. Statine erhöhen die NO-Bioverfügbarkeit, indem sie die 
Expression der endothelialen NO-Synthase steigern
15;28. Dies geschieht dadurch, dass HMG-
CoA-Reduktasehemmer die Geranylgeranylierung der GTPase RhoA hemmen, die die Bildung 
der NO-Synthase drosselt
16. Dabei haben Statine keinen Einfluss auf die Transkription des 
  5eNOS Gens
15;16, sondern verlängern die Halbwertszeit der eNOS mRNA von 14 auf 27 
Stunden
16.  
Der inhibitorische Effekt von RhoA auf die eNOS Expression konnte durch Studien bestätigt 
werden, die zeigten, dass die Hemmung von RhoA durch Clostridium botulinum C3 
Transferase eine Erhöhung der eNOS Expression bewirkt
16. Im Gegensatz dazu führt eine 
direkte Aktivierung von RhoA durch Escherichia coli CNF-1 zu einer Senkung der eNOS 
Expression
16;29. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Funktion der membran-assoziierten 
GTPase RhoA als negativer Regulator der eNOS Expression.  
 
Ein weiterer wichtiger Wirkmechanismus der HMG-CoA-Reduktasehemmer sind ihre 
antioxidativen Effekte
10. Die positive Wirkung auf das Endothel lässt sich dadurch erklären, 
dass Statine die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxidanion (O2ֿ) 
und Hydroxylradikal (•OH) hemmen
30, die vor allem in Endothelzellen und in der Adventitia 
der Arterienwand gebildet werden. ROS bewirken im Endothel eine Inaktivierung von NO und 
führen dadurch zu Nitrat-Toleranz, Vasokonstriktion und Hypertension
31;32. Die endotheliale 
Dysfunktion ist dabei nicht nur durch die O2ֿ-vermittelte Degradation von NO, sondern auch 
durch die negativen Effekte des Reaktionsproduktes von NO und O2ֿ, Peroxynitrit (ONOOֿ), 
bedingt. Anders als O2ֿ inaktiviert ONOOֿ Proteine dauerhaft durch Thioloxidation und 
Tyrosinnitrierung.  
Neben diesen Interaktionen mit dem NO-System stimulieren ROS direkt die Proliferation von 
glatten Gefäßmuskelzellen sowie die Apoptose von Endothelzellen
33-35. Sie führen auch zur 
Induktion proarteriosklerotischer Gene und destabilisieren die vaskuläre Matrix durch 
Induktion und Aktivierung von Matrixmetalloproteasen. Somit stellen ROS einen bedeutenden 
Risikofaktor für die Arteriosklerose dar
38-41.         
Obwohl die Lipidsenkung per se eine Reduzierung des vaskulären „oxidativen Stresses“ 
erreicht
36;37, sind einige der antioxidativen Effekte der Statine cholesterinunabhängig. Einige 
  6Studien konnten belegen, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer die Stabilität der Angiotensin 
AT1 Rezeptor mRNA verringern
38;41. Dadurch wird die Angiotensin II-induzierte Produktion 
von ROS verhindert
38;41. Angiotensin II bewirkt über den AT1 Rezeptor die Aktivierung der 
kleinen GTPase Rac
38, wodurch es zu deren Translokation vom Zytoplasma in die 
Plasmamembran kommt. Rac wiederum aktiviert die NADH/NADPH-Oxidase
38, deren 
Aufgabe die ROS-Produktion, vor allem die O2ֿ-Bildung, zu sein scheint
42. Zur Enzymklasse 
der NADPH-Oxidasen gehören die wachstumsfaktorabhängige NADH-Oxidase, welche H2O2 
bildet
43;44, und die leukozytäre NADPH-Oxidase, die O2ֿ bildet
45-47.  
Neben Angiotensin II
48-51 führen auch Thrombin
52, Platelet-Derived Growth Factor 
(PDGF)
51;53;54 und oxidiertes LDL zu einer Stimulation der NADPH-Oxidase und konsekutiver 
ROS-Produktion. Dabei sind die NADPH-Oxidasen nicht die einzigen vaskulären ROS-
Quellen. Lipoxygenase
55;56, Cytochrom P450-Monooxygenasen
57-59, NO-Synthase
60;61 und 
Xanthinoxidase
62 sind ebenfalls zur O2ֿ-Bildung in der Lage. 
Die leukozytäre NADPH-Oxidase, ein sehr komplexes Enzym, besteht aus mehreren 
membranständigen und zytoplasmatischen Komponenten (Abbildung 2).   
Die membranären Untereinheiten werden als p22
phox und Nox2 (früher gp91
phox) bezeichnet, 
die zusammen einen Cytochrom b558-Komplex bilden. Dabei ist zu beachten, dass die 
membranständige Untereinheit Nox2 der NADPH-Oxidase in Endothelzellen exprimiert 
wird
63-65, während sie in glatten Gefäßmuskelzellen durch Nox1 ersetzt wird
66;67.  
Die zytosolischen Untereinheiten sind neben Rac p47
phox, p67
phox und p40
phox.   
Agonisten wie Angiotensin II induzieren die Aktivierung von Rac und führen zur 
Phosphorylierung und Translokation der zytoplasmatischen Untereinheiten der NADPH-
Oxidase an die Plasmamembran. Es kommt dadurch zu einer Komplexbildung der 
zytosolischen mit den membranständigen Proteinen. Auf diese Weise ist es möglich, dass 
Elektronen von NADPH auf FAD und von dort auf Sauerstoff übertragen werden
45;68. Das 
freiwerdende Proton wird möglicherweise durch Nox2, das als Protonenkanal diskutiert wird
69, 
  7aus der Zelle geschleust. Man vermutet, dass p40
phox  einen inhibitorischen Effekt auf die 
Enzymaktivität ausübt
70.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der leukozytären NADPH-Oxidase 
Durch entsprechende rezeptorvermittelte Stimuli kommt es zur Aktivierung von Rac 
und Proteinkinase C Isoformen. Letztere phosphorylieren die zytoplasmatischen 
Untereinheiten p67
phox und p47
phox der NADPH-Oxidase, wodurch diese mit den 
membranständigen Untereinheiten interagieren können. Rac tritt ebenfalls mit den 
membranären Komponenten in Wechselwirkung. In einer aktivierten NADPH-Oxidase 
werden dann Elektronen von NADPH über die Häm-Komplexe in gp91
phox auf 
Sauerstoff übertragen.  
 
 
 
 
 
  9Die entstandenen Sauerstoffradikale sind in hohen Konzentrationen zytotoxisch, da sie 
Lipidperoxidation, Matrixdegeneration, DNA-Mutation, Zellalterung und Zelltod bedingen 
können
71-73. Unter physiologischen Bedingungen spielen ROS jedoch eine größere Rolle bei 
der intra- und interzellulären Signaltransduktion. Vaskuläre Isoformen der leukozytären 
NADPH-Oxidase sind die Hauptquellen der ROS-Bildung in der Gefäßwand
74-76. 
In den Blutgefäßen sind dabei Enzyme vorhanden, die wiederum eine Neutralisierung von 
ROS bewirken
77;78. Superoxiddismutasen (SOD) katalysieren die Dismutation von O2ֿ zu 
H2O2. H2O2 wird dann entweder durch die Katalase (CAT) in Wasser und Sauerstoff gespalten 
oder unter Oxidation von Glutathion (GSH) durch die Glutathionperoxidase (GPX) abgebaut, 
wobei Glutathiondisulfid (GSSG) und Wasser entstehen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  10II. Zielsetzung der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit Statine die NADPH-Oxidase 
hemmen und welchen Einfluss sie dadurch auf die vaskuläre Genexpression und Funktion 
nehmen. Darüber hinaus sollte geklärt werden, ob das Aussetzen einer Statin- Behandlung mit 
einem Reboundeffekt verbunden ist und zur NADPH-Oxidase-abhängigen Aktivierung von 
Zellen führt.   
 
Der Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Analyse der Genexpression und Signaltransduktion  
kultivierter glatter Gefäßmuskelzellen von Mensch und Ratte.      
 
 
 
     
 
          
       
 
 
 
 
 
 
 
 
  11III. Material und Methoden 
 
1. Materialien 
Glatte Gefäßmuskelzellen der menschlichen Aorta (h-VSMC: human Vascular Smooth Muscle 
Cells) wurden von der Firma Clonetics (Walkersville, USA) bezogen. Glatte 
Gefäßmuskelzellen der Ratte (VSMC) wurden von der Aorta männlicher Wistar-Ratten 
isoliert, die von Charles River (Sulzbach, Deutschland) erworben wurden.  
Minimal Essential Medium (MEM), MCDB 131-SF, MCDB 131-20% FCS, Rinder-
Serumalbumin (BSA), Phosphat-Puffer-Saline (PBS), Trypsin, Penicillin und Streptomycin 
stammten von der Firma GIBCO Life Technology (Karlsruhe, Deutschland). Das fötale 
Kalberserum (FCS) war von Biochrom (Berlin, Deutschland) und die Zellkulturschalen von 
Falcon (Becton Dickinson). HEPES wurde von der Firma Serva (Heidelberg, Deutschland),  
PD98059 und SB203580 von Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden, Deutschland) bezogen. 
Cerivastatin wurde von Bayer AG (Leverkusen, Deutschland) zur Verfügung gestellt. 
Atorvastatin war ein Geschenk der Gödecke AG (Freiburg, Deutschland). Lovastatin war von 
Merck Sharp Dohme Inc. (Haar, Deutschland). Humanes α-Thrombin (mit einer Thrombin-
spezifischen Gerinnungsaktivität von 3261 U/mg) war bei Haemochrom Diagnostica (Essen, 
Deutschland) zu erhalten. 
Das zur Detektion des humanen MCP-1 (Monocyte  Chemoattractant  Protein-1) genutzte 
Restriktionsfragment aus dem Klon pXM-hJE34 wurde freundlicherweise von Dr. B.J. Rollins 
überlassen. Die Plasmide, die für die Gewinnung von Tissue Faktor cDNA-Fragment benötigt 
wurden, stammten von Dr. A. Bierhaus (Universität von Tübingen, Deutschland). Das 
radioaktive Nukleotid [α-
32P]-Desoxycytidin-5’-Triphosphat wurde von Hartmann-Analytic 
(Braunschweig, Deutschland) und die denaturierte Lachsspermien-DNA von Boehringer 
(Mannheim, Deutschland) bezogen. Das DNA-Extraktions-Kit (Ready to Go
® DNA Labeling 
  12Kit), die Pst I-Lösung und die Nick-Säulen wurden von Pharmacia Biotech (Freiburg, 
Deutschland) erworben. Der REact
®2-Puffer war bei GIBCO Life Technology (Karlsruhe, 
Deutschland) erhältlich. Die Nylonmembran (Pora blot Nylon) für den RNA-Transfer in der 
Northern-Blot-Analyse war von Macherey-Nagel (Düren, Deutschland). Das DNA-
Extraktions-Kit für Agarose-Gele stammte von Genomed (Bad Oeynhausen, Deutschland). 
Die Nitrozellulose-Membran für den Protein-Transfer in der Western-Blot-Analyse wurde von 
Biorad (München, Deutschland) bezogen. Die monoklonalen Antikörper (Erst-Antikörper) 
gegen p38 Mitogen-Activated-Protein (MAP) Kinase und gegen ERK 1/2 (Extracellular 
Signal-Regulated  Kinase) wurden von New England BioLabs (Frankfurt am Main, 
Deutschland) erworben. Der monoklonale Anti-Rac Antikörper (Erst-Antikörper) war bei BD 
Transduction Laboratories zu erhalten. Die Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikörper 
stammten von Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden, Deutschland). Für die 
Chemilumineszenz-Reaktion wurde das Enhanced Chemiluminescence (ECL) Kit von 
Amersham (Ismaning, Deutschland) bezogen.  
Zur Untersuchung der prokoagulatorischen Aktivität wurde das chromogene Substrat S-2238 
verwendet, das bei Haemochrom Diagnostica (Köln, Deutschland) erhältlich war. CaCl2 war 
von Amersham (Ismaning, Deutschland). 
Für die ELISA-Technik wurde ein kommerziell erhältliches ELISA-Kit von Assay Designs 
(Ann Arbor, USA) erworben.  
Alle weiteren Substanzen, deren Herkunft nicht näher spezifiziert wurde, wurden von Sigma 
(Deisenhofen, Deutschland) bezogen. 
 
 
 
 
 
  132. Zellkultur 
a)  Glatte Gefäßmuskelzellen der Ratte 
Männliche Wistar-Ratten wurden mit Pentobarbital-Natrium (Nembutal
®, Narcoren
®) in einer 
Dosierung von 50 mg pro kg Körpergewicht narkotisiert und nach Eröffnung des Thorax 
mittels Herzkammerperforation ausgeblutet. Nach Entnahme der thorakalen Aorta und deren 
Durchspülung mit sterilem Puffer wurde der Aortenabschnitt mit serumfreiem Kulturmedium 
[serumfreies Minimal Essential Medium (MEM-SF) - Zusammensetzung: MEM, 50 µg/ml 
Streptomycin, 50 U/ml Penicillin, 2 mM L-Glutamin und 0,1% Rinder-Serumalbumin (BSA)] 
in einer Petrischale behandelt. Unter dem Mikroskop erfolgte die Präparation des 
Aortensegmentes vom umgebenden Fett- und Bindegewebe. Nach mechanischer Ablösung des 
Endothels mit Hilfe des Pinzettenschaftes wurde der endothelfreie Abschnitt in MEM-SF mit  
3 mg/ml Kollagenase im Brutschrank bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurde 
die Adventitia der Aorta mit Hilfe von kleinen Pinzetten entfernt. Nach Aufschneiden des 
Segmentes in Längsrichtung und Aufteilung in kleine Stücke wurden diese erneut in MEM-SF 
mit 3 mg/ml Kollagenase Typ I und 1 mg/ml Elastase für ein bis zwei Stunden inkubiert. Nach 
der enzymatischen Ablösung der glatten Muskelzellen wurden diese auch mechanisch durch 
mehrmaliges kräftiges Pipettieren abgelöst.  
Die glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte wurden bei 100 x g für fünf Minuten zentrifugiert. 
Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet in serumhaltigem MEM [MEM-10% FCS (Fetal 
Calf  Serum - fötales Kalberserum) - Zusammensetzung: MEM, 10% FCS, 50 µg/ml 
Streptomycin, 100 U/ml Penicillin] resuspendiert und auf Zellkulturschalen ausgesät. Das 
Medium MEM-10% FCS wurde alle zwei Tage ausgewechselt.  
Bei einer Konfluenz der Zellen von 80-90% wurden diese passagiert. Dabei wurde das 
serumhaltige Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellkultur mit 5 ml Phosphat-Puffer-Saline 
(PBS) [Zusammensetzung: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,4 mM KH2PO4] 
gewaschen. Nach Behandlung der Zellen mit 3 ml Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (Trypsin-
  14EDTA)-Lösung [Zusammensetzung: 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA] wurden die Zellen im 
Brutschrank bei 37°C für weniger als zwei Minuten inkubiert. Durch Auf- und Abpipettieren 
wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturschalen abgelöst. Die Zellsuspension wurde 
homogenisiert und in ein 15-ml-Falcon-Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden 8 ml 
MEM-10% FCS hinzugefügt und bei 1000 x g für fünf Minuten bei Raumtemperatur 
zentrifugiert.  
Nach Abnahme des Überstandes, der verworfen wurde, wurden die Zellen in MEM-10% FCS 
resuspendiert und je nach Anzahl der Experimente auf verschiedene Zellkulturschalen verteilt. 
Für die Versuche wurden die konfluent gewachsenen Zellen noch für 24 Stunden in MEM-SF 
kultiviert. Bevor die Zellkulturen mit verschiedenen Substanzen stimuliert wurden, wurde das 
Medium ausgewechselt.  
 
b)  Humane glatte Gefäßmuskelzellen     
Humane glatte Gefäßmuskelzellen, die von der menschlichen Aorta stammten, wurden von der 
Firma Clonetics erworben. Die Behandlung dieser Zellen entsprach grundsätzlich derjenigen 
von glatten Muskelzellen der Ratte. Die einzige Ausnahme bestand darin, dass die Zellen 
anstatt mit MEM-SF beziehungsweise MEM-10% FCS mit MCDB 131-SF beziehungsweise 
MCDB 131-20% FCS inkubiert wurden. Die Behandlung vor der Stimulation war identisch mit 
der von VSMC.  
 
3. Dihydrodichlorofluorescein (DHDCF)-Oxidation 
Mit der Dihydrodichlorofluorescein-Oxidations-Methode wurde die Messung der gebildeten 
Sauerstoffradikale in humanen glatten Gefäßmuskelzellen (h-VSMC) durchgeführt. 
h-VSMC wurden für den Versuch auf Glass-Plättchen in einer 24-Loch-Platte (Well) kultiviert. 
Die Zellen wurden für 24 Stunden in serumfreiem Kulturmedium (MCDB 131-SF mit 0,1% 
BSA) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das Medium ausgewechselt und die Zellen entweder 
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stimuliert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen dreimal mit M199 mit 0,1% BSA 
gewaschen. Der letzte Waschvorgang erfolgte mit MCDB 131-SF mit 0,1% BSA.  
In Untergruppen wurde die Radikalbildung bei Statin-Entzug in den mit Statin-vorbehandelten, 
humanen glatten Gefäßmuskelzellen untersucht. Daher wurden die Zellen nach dem Waschen 
mit Kulturmedium nicht nochmals mit Cerivastatin oder Atorvastatin stimuliert. Bei den 
anderen Zellen, deren Radikalbildung unter Statin-Behandlung gemessen wurde, erfolgte 
erneut die Inkubation mit Cerivastatin (100 nmol/l) oder Atorvastatin (10 µmol/l).  
In der Zwischenzeit wurde die Dihydrodichlorofluorescein(DHDCF)-Diacatat-Lösung (in 
DMSO gelöst) vorbereitet und auf die zu messenden Zellen gegeben. Diese wurden für 15 
Minuten bei 37°C auf einer Wärmeplatte mit der Lösung inkubiert.  
Kurz vor jeder Messung wurden die Zellen mit HEPES-Tyrode  [Zusammensetzung:              
1,8 mmol/l CaCl2, 2,7 mmol/l KCl, 0,5 mmol/l MgCl2, 0,36 mmol/l NaH2PO4, 137 mmol/l 
NaCl, 5 mmol/l Glukose, 10 mmol HEPES; pH 7.4] gewaschen.  
Die Oxidation des Farbstoffes und die damit verbundene Fluoreszenz-Intensität von 
Dichlorofluorescein (DCF) wurden mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops (Zeiss) gemessen. 
Im Ergebnis wurde jeweils die Fluoreszenzänderung pro Minute über die ersten zehn Minuten 
der Inkubation dargestellt. 
 
4. Northern-Blot-Analyse 
a)  RNA-Präparation 
Mit der Northern-Blot-Analyse ist es möglich, mRNA (messenger Ribonukleinsäure) qualitativ 
und quantitativ zu untersuchen. Dabei erfolgte nach Inkubation des entsprechenden 
Zellmaterials in Kulturmedium die Präparation von RNA in mehreren Schritten. Auf eine 
Lysierung und Homogenisierung des Zellmaterials folgten mehrere Extraktions- und 
Fällungsvorgänge, um die RNA von Proteinen und anderen Zellbestandteilen zu fraktionieren. 
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Fraktionen mit entsprechenden Methoden detektiert.  
Im Einzelnen: 
Nach Inkubation der kultivierten glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte oder der humanen 
glatten Gefäßmuskelzellen mit den jeweiligen Stimuli wurden die Medien-Überstände in den 
Zellkulturschalen abgenommen. Die Zellen wurden entweder bei -80°C eingefroren, um an 
ihnen zu einem späteren Zeitpunkt die RNA-Präparation vorzunehmen, oder sofort 
weiterverarbeitet.  
Die folgenden Arbeitsschritte - bis auf eine Ausnahme - erfolgten auf Eis, um der Degradation 
der RNA vorzubeugen. 
Die Zellen wurden zunächst in den Zellkulturschalen mit einem Durchmesser  von                        
10 cm mit 800 µl Guanidinthiocyanat (GT)-Lösung [Zusammensetzung: 2 M 
Guanidinthiocyanat, 0,5% Laurosarcosyl, 25 mM Natriumcitrat] und 7 µl Dithiotreitol (DTT) 
/ml GT behandelt. Das Lösungsgemisch konnte dann in den Kulturschalen verteilt und durch 
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gelöst werden. Anschließend erfolgten das Abkratzen der 
Zellen mit einem Zellschaber, die Homogenisierung und die Überführung in ein autoklaviertes 
2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß. In das Eppendorf-Gefäß wurden 80 µl Natriumacetat-Lösung 
(2 M; pH: 4.0), 800 µl wassergesättigtes Phenol (Aqua-Roti-Phenol
®) und 160 µl 
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzugefügt und für 30 Sekunden gevortext. Anschließend 
konnte das 2-Phasen-Gemisch (obere Phase: Wasser, RNA - untere Phase: Phenol, Proteine, 
DNA) für 30 Minuten auf Eis gelegt werden. Nach der Inkubation erfolgte die Zentrifugation 
bei 13000 x g für 20 Minuten bei Raumtemperatur. Durch die Zentrifugation fand eine 
Trennung der wässrigen Phase mit der in ihr gelösten RNA von der organischen Phase mit 
Proteinen und DNA statt. Damit das Phenol nicht ausfiel, wurde der nächste 
Aufarbeitungsschritt bei Raumtemperatur durchgeführt. Die obere wässrige Phase konnte 
vorsichtig abgenommen - dabei war zu beachten, dass die Interphase nicht mitpipettiert wurde - 
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mit 1 ml Isopropanol (100%) über Nacht bei -20°C. Die restliche Phenol-Phase konnte zur 
späteren molekularbiologischen Untersuchung des enthaltenen Proteins bei 4°C aufbewahrt 
werden.  
Am nächsten Tag wurde die RNA aufgetaut und bei 4°C für 30 Minuten bei 13000 x g 
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war es möglich, den Überstand mit einer Wasserstrahl- 
pumpe vorsichtig abzusaugen. Das zurückgebliebene Pellet konnte in 600 µl GT-Lösung gelöst 
und in ein neues autoklaviertes 1,5-ml-Eppendorf-Gefäß überführt werden. Die Fällung der 
RNA fand erneut über Nacht bei -20°C mit 600 µl Isopropanol (100%) statt.  
Am dritten Tag wurde die RNA wieder aufgetaut und bei 4°C für 30 Minuten bei 13000 x g 
zentrifugiert. Der Überstand konnte anschließend mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig 
abgesaugt werden. Das RNA-Pellet wurde mit 1 ml Ethanol 70% (hergestellt mit DEPC-H2O) 
gewaschen, für 10 Minuten in Eis inkubiert und bei 4°C für 30 Minuten bei 13000 x g 
zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes mit Hilfe der Pumpe erfolgte das Trocknen des 
Pellets an der Luft, das dann für 15 Minuten in 30 µl DEPC-H2O bei 65°C gelöst wurde.  
Die RNA-Konzentration in der Probe konnte dann photometrisch durch Extinktionsmessung 
bei 260 nm bestimmt werden. Um Verunreinigungen zu erkennen, wurde zusätzlich die 
Extinktion bei 280 nm durchgeführt. Der Quotient OD260/OD280 sollte bei 1,8 liegen. Nach der 
Extinktionsmessung war die Möglichkeit gegeben, die RNA entweder bei -80°C einzufrieren 
oder sofort wie folgt weiterzuverarbeiten: 
Bevor die gereinigte RNA mittels Gel-Elektrophorese aufgetrennt werden konnte, fand ein 
Volumenausgleich zwischen den einzelnen Proben statt. Hierbei wurden die Proben mit 
entsprechenden Mengenangaben von DEPC-H2O und Prämix [Zusammensetzung:              
60% deionisiertes Formamid, 30% Formaldehyd 37%, 10% 10x 3-(N-Morpholino)-
Propansulfonsäure (MOPS)-Puffer und 10 mg/ml Ethidiumbromid] verdünnt. Von der Gesamt-
RNA waren 15µg RNA aufgetragen.  
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Blaumarker [Zusammensetzung: 50% Glycerol, 0,8% Bromphenolblau, 0,8% Xylencyanol,         
1 mM EDTA, DEPC-H2O] versetzt. In der Zwischenzeit konnte das Gel [Zusammensetzung: 
1,44 g Agarose, 104,4 ml DEPC-H2O, 12 ml 10 x MOPS-Puffer, 3,6 ml Formaldehyd] für die 
Elektrophorese gegossen werden.    
Für die elektrophoretische Auftrennung (bei 65 V 2-3 Stunden) war 1 x MOPS-Puffer 
[Zusammensetzung: 50 ml 10 x MOPS, 450 ml dest. H2O] [Zusammensetzung von 10 x 
MOPS: 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA] als Laufpuffer geeignet. Nach 
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel kurz unter UV-Licht betrachtet, um anhand der 
gut sichtbaren 18S- und 28S-Banden die Gleichmäßigkeit der Auftragung zu überprüfen, und 
fotografiert.  
Anschließend erfolgte der Transfer der aufgetrennten RNA vom Gel auf die Nylonmembran 
(Pora blot Nylon) mittels Kapillarblottechnik. Hierbei wurde das Gel zunächst auf eine 
Glasplatte gelegt, die mit zwei Lagen Whatman 3 MM-Papier eingewickelt waren. Die Platte 
befand sich über einen Behälter, der mit 20 x SSC [pH: 7; Zusammensetzung:                        
3 M Natriumchlorid, 0,3 M Natriumcitrat] gefüllt war. Die Enden des Whatman-Papiers 
tauchten dabei in das Pufferreservoir ein. Die Ränder des Gels waren mit Röntgenfilmen 
abgedichtet . Die Nylonmembran wurde in Gelgröße zugeschnitten und luftblasenfrei auf das 
Gel gelegt. Über die Membran folgten zwei Lagen Whatman-Papier, ein Stapel 
Papierhandtücher und eine Glasplatte. Zum Beschweren konnte ein 2 kg schweres Gewicht 
verwendet werden. Der Transfer erfolgte für 24-48 Stunden bei Raumtemperatur. Während des 
Transfers wurde die RNA aus der Gelmatrix auf die Nylonmembran „geblottet“.  
Nach 1-2 Tagen konnte die Transferapparatur abgebaut und die RNA auf die Nylonmembran 
(RNA-Blot) unter UV-Licht für zwei Minuten „gecrosslinked“ werden. Anschließend wurde 
die Membran bei 80°C für zwei Stunden zum weiteren Crosslinking gebacken. 
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          (i) Herstellung radioaktiver cDNA Sonden für MCP-1 und TF 
Die für die Northern-Blot-Analyse benötigte humane MCP-1-cDNA Sonde wurde durch 
Restriktionsverdau mit Pst I aus dem Plasmid-Klon pXM-hJE34 gewonnen. 
Die für die Northern-Blot-Analyse notwendige TF-cDNA Sonde wurde aus Plasmiden, die das 
TF-cDNA-Fragment der Maus enthielten, mittels des Restriktionsenzyms EcoR I hergestellt. 
 
Hierbei wurde ein 100 µl-Ansatz mit 30 µl der Plasmid-haltigen Lösung, 10 µl REact
®2-Puffer 
und 4 µl Pst I-Lösung beziehungsweise 4 µl EcoR I-Lösung angesetzt und für drei Stunden bei 
37°C inkubiert. Der Ansatz konnte dann mit 7 µl Blaumarker versetzt und auf ein 1,2%iges 
Agarose-Gel für die Elektrophorese aufgetragen werden. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer 
[Zusammensetzung von 50 x TAE-Stammlösung: 2 M Tris/Acetat, 50 mM EDTA]. Die 
Laufzeit der Gel-Elektrophorese betrug bei einer Spannung von 80-90 Volt etwa eine Stunde. 
Danach wurde das Gel für 15 Minuten in eine Ethidiumbromid-Lösung bei Raumtemperatur 
gelegt. Anschließend erfolgte unter UV-Licht das Herausschneiden des DNA-Fragmentes der 
gesuchten Größe mit einem Skapell.  
Die weitere Aufarbeitung konnte mit einem kommerziell erhältlichen DNA-Extraktions-Kit für 
Agarose-Gele durchgeführt werden. Die DNA, die in dem Gel enthalten war, wurde unter 
Erwärmen mit einem Puffer in Lösung gebracht, an DNA-absorbierendem Material gebunden 
und mehrfach in speziellen Puffern gewaschen. Die DNA konnte dann in 50 µl TE-Puffer 
[Zusammensetzung: 10 mM Tris/HCl, 1 nM EDTA] gelöst werden. Um auf Reinheit zu 
prüfen, wurden 2 µl dieser Lösung erneut auf ein 1,8%iges Agarose-Gel aufgetragen, mittels 
Elektrophorese getrennt und detektiert.  
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Da für Ratten MCP-1 kein Plasmid zur Verfügung stand, wurde die cDNA Sonde mittels RT-
PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) hergestellt. 
Hierfür wurde RNA aus stimulierten RSMC extrahiert. Die reverse Transkription konnte dann 
mit 4 µg RNA, 1 µg Oligo-dT und 0,5 U Superscript Reverse Transcriptase (GIBCO Life 
Technology) durchgeführt werden. Die Amplifikation des RT-PCR-Produktes erfolgte mit der 
PCR-Methode, wobei 5 µl cDNA in einer 50 µl PCR-Lösung verwendet wurden. Dem 
Denaturierungsschritt bei 95°C (fünf Minuten) folgten 38 Zyklen (95°C eine Minute, 56°C 
eine Minute, 72°C eine Minute). Der letzte Zyklus fand bei 72°C für sieben Minuten statt.     
Der Primer hatte die folgende Sequenz: 5’-GAA GCC AGA TCT CTC TTC CT-3’ 
(Basenpaare: 48-57), 5’-CTA GTT CTC TGT CAT ACT GG-3’ (Basenpaare: 494-513). 
Die PCR-Produkte wurden auf ein 1,3%iges Agarose-Gel aufgetragen und mittels 
Elektrophorese getrennt. Danach konnte das Gel in eine Ethidiumbromid-Lösung bei 
Raumtemperatur gelegt werden. Anschließend erfolgte unter UV-Licht das Herausschneiden 
des cDNA-Fragmentes mit einem Skapell. Die DNA wurde dann mittels eines kommerziell 
erhältlichen Kit aus dem Gel extrahiert.    
 
c)  Markierung von cDNA (DNA-Sonde) 
Für die Synthese des komplementären DNA-Stranges von cDNA und dessen radioaktiver 
Markierung stand ein kommerziell erhältliches Kit (Ready to Go
® DNA Labeling Kit) zur 
Verfügung. Der komplementäre Strang war für die Hybridisierung des RNA-Blots notwendig. 
Mit dem radioaktiven Nukleotid [α-
32P]-Desoxycytidin-5’-Triphosphat ([α-
32P]-dCTP; 30 µCi; 
spezifische Aktivität: 3000 Ci/mmol) wurde der neusynthetisierte DNA-Strang, der nun 
komplementär zur mRNA war, markiert. Die 
32P-markierte DNA-Sonde wurde mittels 
Gelfiltration (Nick-Säulen) von nicht eingebauten Nukleotiden getrennt. Die Radioaktivität der 
Sonde wurde schließlich mittels Szintillationcounter und Szintillationflüssigkeit gemessen.     
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Nach dem zweistündigen Backen der Nylonmembran (RNA-Blot) bei 80°C wurde diese 
zunächst mit einem Hybridisierungs-Puffer [Zusammensetzung:  50%  mit  Resin                     
5% deionisiertes Formamid, 5 x Denhardt’s-Lösung, 5 x SSPE-Lösung, 0,2% Natrium- 
dodecylsulfat (SDS), 250 µg/ml denaturierte Lachsspermien-DNA] [Zusammensetzung von   
50 x Denhardt’s-Lösung: 1 g Ficoll, 1 g Polyvinylpyrrolidon, 1 g BSA, ad 100 ml DEPC-H2O] 
[Zusammensetzung von 20 x SSPE-Lösung: 3,9 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 0,02 M EDTA;  
pH: 7.4] bei 42°C für vier Stunden prähybridisiert. Der Vorgang der Prähybridisierung war 
wichtig, um eine Sättigung unspezifischer Bindungsstellen auf dem RNA-Blot zu erreichen. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Puffer verworfen. Die prähybridisierte Membran konnte 
dann in einem frisch angelegten Hybridisierungs-Puffer mit der 
32P-markierten DNA-Sonde 
(Aktivität: 1,5-2,0 Mio. cpm/ml) bei 42°C für 16-20 Stunden hybridisiert werden. Der RNA-
Blot wurde danach zweimal mit Puffer A [Zusammensetzung:  6  x  SSPE,  0,1%  SDS]              
30 Minuten lang bei Raumtemperatur gewaschen. Anschließend folgte der Waschvorgang der 
Membran jeweils einmal für 30 Minuten bei 42°C und 55°C mit Puffer B [Zusammensetzung: 
1 x SSPE, 0,1 % SDS]. 
Bei der Hybridisierung fand eine Anlagerung der radioaktiv markierten DNA an die mRNA 
statt. Auf diese Weise konnte die mRNA radioaktiv nachgewiesen werden. Zur Visualisierung 
wurde ein Fuji RX-Röntgenfilm auf den Blot aufgelegt. Bei -80°C konnte die mRNA auf der 
Membran mittels Autoradiografie detektiert werden.    
Die Auswertung der Autoradiografien erfolgte densitometrisch per Computer (Software: Tina 
V 2.09g, Raytest Isotopenmessgeräte). Im Ergebnis wurden die Signale als prozentuale 
Veränderung gegenüber der nativen mRNA angegeben.  
In anderen Versuchen wurde die Membran auf eine Phosphorimagerfolie aufgelegt und nach 
sieben Tagen die „Belichtung“ der Membran ausgemessen.  
 
  225. Western-Blot-Analyse 
a)  Präparation der glatten Gefäßmuskelzellen zur immunochemischen Detektion der 
MAP-Kinasen    
Serum-depletierte VSMC wurden nach der Stimulation mit den jeweiligen Substanzen zweimal 
mit Phosphat-Puffer-Saline (PBS) gewaschen und schockgefroren. Nachfolgend wurden die 
Zellen in Lysispuffer [pH: 7.5; 1% Triton-X-100; Zusammensetzung: 50 mmol/l Tris/HCl,   
150 mmol/l NaCl, 10 mmol/l Natriumpyrophosphat, 25 mmol/l Natriumfluorid, 2 mmol/l 
EDTA, 2 mmol/l EGTA, 2 mmol/l Orthovanadate, 10 µg/ml Trypsininhibitor, 2 µg/ml 
Leupeptin, 2 µg/ml Pepstatin A, 2 µg/ml Antipain, 40 µg/ml PMSF] lysiert.  
 
b)  Präparation von Membran- und Zytoplasmafraktion für Rac-Western 
VSMC wurden mit entsprechenden Substanzen stimuliert, zweimal mit PBS gewaschen und in 
hypotonischem Lysispuffer [pH: 7.4; 4°C; Zusammensetzung: 25 mmol/l Tris, 1 mmol/l 
EDTA, 1 mmol/l EGTA, 10 µg/ml Trypsininhibitor, 2 µg/ml Leupeptin, 2 µg/ml Pepstatin A,  
2 µg/ml Antipain, 40 µg/ml PMSF] lysiert und durch Pottern auf Eis (20 Schläge) 
homogenisiert. Die Sedimentation der nukleären Fraktion konnte durch zehnminütige 
Zentrifugation bei 3000 x g erzielt werden. Um die Membranfraktion zu erhalten, wurde die 
Ultrazentrifugation (100000 x g, eine Stunde) durchgeführt. Der Überstand (Zytoplasma) und 
die Membranfraktion (nach Lösen in 1% Tritonpuffer) konnten dann zur Lokalisation der 
kleinen GTPase Rac in der Western-Blot-Analyse weiterverarbeitet werden.      
 
Die Proteinkonzentration der jeweiligen Überstände wurde nach der Bradford-Methode 
bestimmt. Für die Proteinbestimmung diente eine Standardreihe aus Rinderserumalbumin-
Lösung mit unterschiedlich hohen Konzentrationen als Referenz. Gleiche Proteinmengen 
wurden für fünf Minuten bei 95°C in Laemmlipuffer [pH:  6.8;  Zusammensetzung:                
2% Natriumdodecylsulfat (SDS), 5% β-Mercaptoethanol,  10%  Glycerin,                        
  230,001% Bromphenolblau, 63 mmol/l Tris/HCl] erhitzt. Anschließend konnten die Proben für 
eine Minute bei 22°C und 5000 x g zentrifugiert und auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel (5%iges 
Sammelgel, 8%iges Trenngel) für die elektrophoretische Auftrennung aufgetragen werden.  
Die Elektrophorese erfolgte in Laufpuffer [Zusammensetzung: 160 mmol/l Glycin, 3,6 mmol/l 
SDS, 25 mmol/l Tris/HCl]. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Proteine aus dem 
Gel mittels Tankblotverfahren in Transferpuffer [Zusammensetzung:  160  mmol/l  Glycin,       
25 mmol/l Tris/HCl, 20% Methanol] auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Der 
Proteintransfer dauerte bei einer Spannung von 100 Volt mit einer Stromstärke von 250 mA 
etwa eine Stunde. Nach dieser Zeit wurde die Membran in 0,25%iger Ponceau-S-Lösung 
geschwenkt. Aus der Intensität der unspezifischen Proteinanfärbung dieser Lösung konnte die 
Gleichmäßigkeit der Beladung auf dem Gel überprüft werden.  
Anschließend erfolgte die Entfärbung der Membran in TBST-Puffer [pH: 7.5; 
Zusammensetzung: 0,3% Tween, 20 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl] und deren Inkubation für 
eine Stunde in TBST-Puffer mit 3% Rinderserumalbumin (BSA), um unspezifische 
Proteinbindungsstellen abzusättigen. In der Zwischenzeit wurde der spezifische gegen das zu 
untersuchende Protein gerichtete monoklonale Antikörper (sogenannter Erst-Antikörper:         
1. gegen p38 MAP-Kinase und ERK 1/2; 2. gegen Rac) in einer 1:1000-Verdünnung in TBST-
Puffer mit 3% BSA angesetzt und für mindestens drei Stunden zu dem Blot gegeben. Um 
ungebundene Antikörper zu entfernen, sollte die Membran danach jeweils für zehn Minuten 
fünfmal mit TBST-Puffer gewaschen werden. Zur Detektion des Erst-Antikörpers wurde der 
Blot mit dem Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikörper, der gegen den Erst-Antikörper 
gerichtet war, für eine Stunde inkubiert. Zur Entfernung von überschüssigem Zweit-Antikörper 
war es notwendig, die Membran mehrmals mit TBST-Puffer zu waschen. Da der Inhaltsstoff 
Tween des TBST-Puffers die nachfolgende Farbreaktion störte, wurde die Membran zweimal 
mit TBST-Puffer ohne 0,3% Tween gewaschen. Die Peroxidase-katalysierte 
Chemilumineszenz-Reaktion konnte dann mit Hilfe kommerziell erwerblicher Reagenzien 
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®, Amersham) gestartet werden. Die zu detektierenden 
Proteine wurden mittels des Röntgenfilmes (Fuji RX-Film, Du Pont de Nemours) anhand ihrer 
autoradiografischen Röntgenfilmschwärzungen nachgewiesen. Zur semiquantitativen 
Bestimmung der relativen Proteinmengen erfolgte die Auswertung der Banden auf dem 
Röntgenfilm densitometrisch.  
Sollte die Membran mit einem weiteren gegen ein anderes Protein gerichteten Antikörper 
behandelt werden, wurde diese zunächst bei 50°C in einem „Stripping-Puffer“ 
[Zusammensetzung: 67,5 mmol/l Tris/HCl, 100 mmol/l β-Mercaptoethanol, 2% SDS] für eine 
halbe Stunde inkubiert. Anschließend wurde der Blot mehrmals mit TBST-Puffer gewaschen 
und in TBST-Puffer mit 3% BSA geblockt. Der alternative Erst-Antikörper konnte dann auf 
die Membran gegeben werden.                                
 
6. Untersuchung der prokoagulatorischen Aktivität 
Zur Untersuchung der prokoagulatorischen Aktivität von humanen glatten Gefäßmuskelzellen 
wurden diese Zellen in einer 24-Loch-Platte kultiviert. Konfluent gewachsene Zellen konnten 
für 24 Stunden in serumfreiem Medium bei 37°C im Brutschrank inkubiert werden. 
Anschließend erfolgten die Stimulation der Zellen mit entsprechenden Substanzen und deren 
Behandlung für weitere 24 Stunden mit serumfreiem Medium bei 37°C im Brutschrank. Nach 
24 Stunden wurden dem Kulturmedium teilweise Statine (Cerivastatin, 30 nmol/l) oder α-
Thrombin (1 U/ml) zugegeben. Im Falle des Statin-Entzuges wurde das Medium sechs Stunden 
vor dem Versuch mehrfach gewechselt. Nach Entfernung der Überstände der Zellen auf einer 
Wärmeplatte bei 37°C konnten diese dreimal mit jeweils 1 ml vorgewärmter HEPES-Tyrode 
gewaschen und mit 480 µl ebenfalls vorgewärmtem humanem Thrombozyten-armem Plasma 
(Platelet Poor Plasma, PPP) inkubiert werden.  
Zur Gewinnung des Thrombozyten-armen Plasmas wurde einem gesunden, nüchternen 
Probanden mit einer Entnahmespritze, die 3,8%ige Natriumcitrat-Lösung (Verhältnis 
  25Natriumcitrat:Blut=1:10) zur Gerinnungshemmung enthielt, Blut abgenommen. Nach 30-
minütiger Zentrifugation dieser Blut-Puffer-Mischung bei 2100 U/min erfolgte die vorsichtige 
Abnahme der oberen Phase. Das durch diese Methode gewonnene PPP konnte dann 
weiterverarbeitet werden. 
Nach Inkubation der Zellen mit PPP wurden diese mit 120 µl Pufferlösung A [pH: 7.35; 
Zusammensetzung: 0,05 M Tris, 0,1 M NaCl] versetzt. Durch zeitgenaue Zugabe von 120 µl 
CaCl2-Lösung (pH: 7.9; 16,7 mmol/l) konnte die Gerinnungskaskade gestartet werden. Ab der 
zweiten Minute nach Start der Reaktion wurden in Abständen von zwei beziehungsweise einer 
Minute jeweils 20 µl aus dem Reaktionsgemisch entnommen und in ein 1,5-ml-Eppendorf-
Gefäß überführt. In diesem Eppendorf-Gefäß waren 480 µl vorgewärmte Pufferlösung B       
[pH: 7.9; Zusammensetzung: 0,05 M Tris, 0,1 M NaCl, 20 mM EDTA, 0,5 mg/ml Ovalbumin) 
und 0,2 mM chromogenes Substrat S-2238 enthalten. Anschließend konnte das Eppendorf-
Gefäß gevortext und für drei Minuten bei 37°C im Heizblock inkubiert werden. Nach dieser 
Zeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 µl konzentrierter Essigsäure gestoppt.  
Die Spaltung des chromogenen Substrates erfolgte durch die Protease Thrombin, die während 
des Gerinnungsvorgangs gebildet wurde. Das gelbe Reaktionsprodukt wurde im Photometer 
bei 405 nm gemessen. Die Absorptionswerte dienten als Maß für die prokoagulatorische 
Aktivität der humanen glatten Gefäßmuskelzellen. Im Ergebnis wurde jeweils der prozentuale 
Wert gegenüber dem in dem entsprechenden Versuchsansatz gemessenen Höchstwert (100%) 
angegeben und auf der Zeitachse dargestellt.                
 
7. ELISA-Technik 
Die Freisetzung von MCP-1 von glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte in das Kulturmedium 
wurde mit einem kommerziell erhältlichen ELISA-Kit bestimmt.  
VSMC wurden für 12 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde 
das Medium gewechselt und die Zellen mit Cerivastatin (1 µmol/l), Atorvastatin (10 µmol/l) 
  26oder Lovastatin (10 µmol/l) für weitere 12 Stunden stimuliert. Anschließend erfolgten ein 
Waschvorgang und die Inkubation der Zellen für 12 Stunden in serumfreiem Medium mit 
(Behandlung) und ohne Statin (Entzug) oder mit Thrombin (1 U/ml, Positiv-Kontrolle). Die 
MCP-1-Freisetzung konnte dann gemessen werden.  
Die Wells der Mikrotiterstreifen wurden mit monoklonalen Antikörpern, die gegen MCP-1 
gerichtet waren, beschichtet. Bei der Freisetzung von MCP-1 konnte dieses spezifische Protein 
an die in den Wells fixierten Antikörper gebunden werden. Anschließend wurden monoklonale 
Zweit-Antikörper, die mit einem Enzym konjugiert waren, hinzugefügt. Dabei erfolgte eine 
Bindung der Zweit-Antikörper an MCP-1, das wiederum an die Erst-Antikörper angeheftet 
war. Nicht gebundene Zweit-Antikörper wurden durch Waschen der Wells entfernt. Die 
Substratlösung wurde dann hinzugegeben und die Farbentwicklung nach einer definierten Zeit 
gestoppt. Die Intensität der gebildeten Farbe war umgekehrt proportional zur MCP-1-
Konzentration in den Proben. Die Extinktion wurde mit einem Mikrotiterplatten-Reader 
gemessen. Anhand einer Standardkurve konnten die MCP-1-Konzentrationen direkt berechnet 
werden.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  278. Statistik 
Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardfehler (S.E.M: Standard Error of the Mean) 
von n verschiedenen Experimenten angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe 
des Student’s t-Test beziehungsweise der ANOVA-Methode bei multiplen Vergleichen. Ein 
Wert von P<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  28IV. Ergebnisse 
 
1. Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die zelluläre 
Lokalisation von Rac 
Für die Aktivierung der ROS-bildenden NADPH-Oxidase ist eine Translokation der kleinen 
GTPase Rac vom Zytoplasma an die Plasmamembran erforderlich.  
Cerivastatin (100 nmol/l) verhinderte den Transport der GTPase vom Zytoplasma in die 
Membran. Dies hatte eine Akkumulation von inaktivem Rac im Zytoplasma zur Folge. 
Eine Stunde nach Entzug des Statins kam es zu einer überschiessenden Translokation von Rac 
zurück an die Membran. Ein signifikanter Anstieg der Rac-Ansammlung in der Membran 
wurde zwei und drei Stunden nach Entzug von Cerivastatin beobachtet (Abbildung 3).  
 
 
 
Membran
Zytoplasma
CTL
Cerivastatin
Entzug 1h 2h 3h
1±0.1 0.5±0.1* 1.2±0.3 1.5±0.2* 1.3±0.1*
1±0.2 2±0.2* 1.1±0.1 0.5±0.2* 0.8±0.1
 
Abbildung 3: Darstellung der Effekte von Cerivastatin und Statin-Entzug auf die 
Rac-Lokalisation  
Humane glatte Gefäßmuskelzellen wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin                 
(100 nmol/l) behandelt. In Untergruppen wurde Cerivastatin durch mehrmaligen 
Mediumwechsel entfernt (Entzug). Eine, zwei und drei Stunden nach Entzug des 
  29Statins wurden Zytoplasma und Membran isoliert und mit Hilfe der Western-Blot-
Analyse dargestellt. 
Exemplarischer Westernblot der Rac-Lokalisation in Zytoplasma und Membran unter 
Kontrollbedingungen (CTL), in Anwesenheit von Cerivastatin und eine, zwei und drei 
Stunden nach Statin-Entzug.  
Die Zahlen unterhalb des Blots sind die Ergebnisse der densitometrischen 
Auswertung. (n=6)  *p<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
  302. Effekt von Cerivastatin auf die Expression der NADPH-Oxidase 
Untereinheit 
Von den bekannten Untereinheiten der NADPH-Oxidase ist die Expression von p22
phox49;79 und 
Nox1 in glatten Gefäßmuskelzellen am besten untersucht.  
Der Effekt von Cerivastatin auf die Expression von p22
phox und Nox1 wurde in Versuchen mit 
glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte unter Kontrollbedingungen und nach Stimulation mit 
Thrombin oder Angiotensin II dargestellt. Dabei wurden unterschiedliche Effekte auf die 
beiden Untereinheiten beobachtet. 
Cerivastatin steigerte dosisabhängig die p22
phox Expression, während für Nox1 kein 
einheitlicher Effekt beobachtet werden konnte (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Effekt von Cerivastatin auf die Expression der NADPH-Oxidase 
Untereinheit mRNA 
Glatte Gefäßmuskelzellen der Ratte wurden in serumfreiem Medium in Anwesenheit 
(1 oder 10 µM) oder Abwesenheit von Cerivastatin inkubiert und mit Thrombin           
(3 U/ml) oder Angiotensin II (Ang II, 100 nM) für vier Stunden stimuliert. Die 
Expression von p22
phox mRNA wurde mit Hilfe der Northern-Blot-Analyse und die 
Nox1-Expression mittels RT-PCR dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
  323. Effekt von Cerivastatin und Atorvastatin sowie Statin-Entzug auf die 
ROS-Produktion   
Behandlung von humanen glatten Gefäßmuskelzellen mit Cerivastatin (0,1 µmol/l) und 
Atorvastatin (10 µmol/l) hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die basale zelluläre ROS-
Bildung, die mit der Dihydrodichlorofluorescein-Oxidations-Methode gemessen wurde.  
 
Nach Entzug der Statine kam es hingegen zu einer signifikanten Steigerung der ROS-
Produktion (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Effekt von Cerivastatin, Atorvastatin und Statin-Entzug auf die 
ROS-Produktion 
Effekt von Cerivastatin und Atorvastatin sowie Entzug auf die ROS-Bildung gemessen 
mit Dihydrodichlorofluorescein-Oxidation. Humane glatte Aortenmuskelzellen wurden 
für 24 Stunden mit Cerivastatin (Ceri, 0,1 µmol/l) und Atorvastatin (Ator, 10 µmol/l) 
vorinkubiert. In Untergruppen wurden die Statine durch wiederholten Mediumwechsel 
90 Minuten vor der Messung der Sauerstoffradikale mit Dihydrodichlorofluorescein-
Oxidation entfernt (Entzug).  
 
  33Die Zellen wurden gegen Kontrollen in An- oder Abwesenheit von Cerivastatin und 
Atorvastatin untersucht. Diese wurden mit Dihydrodichlorofluorescein-Diacetat         
(10 µmol/l) für 15 Minuten beladen. (n=4)  *p<0,05 
Dargestellt ist die Fluoreszenzänderung pro Minute über die ersten zehn Minuten der 
Inkubation.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  344. Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die MAP-Kinase 
Aktivierung 
Cerivastatin per se hatte nur einen geringen Effekt auf die niedrige basale Phosphorylierung 
von p38 MAP-Kinase und ERK 1/2 (Abbildung 6 A). Erst unter dem Einfluss von Thrombin 
und Angiotensin II verhinderte Cerivastatin die Aktivierung von p38 MAP-Kinase (Abbildung 
6 B und Abbildung 7).  
Nach Entzug des Statins wurde eine signifikante Steigerung der basalen Phosphorylierung von 
p38 MAP-Kinase und ERK 1/2 beobachtet. Zwei Stunden nach Entzug von Cerivastatin wurde 
der Höchstwert in der Phosphorylierung der MAP-Kinasen erreicht (Abbildung 6 A).  
Wurden die Zellen nach 24-stündiger Vorinkubation mit Cerivastatin für fünf Minuten mit 
Thrombin (1 U/ml) stimuliert, kam es zu einem Anstieg der p38 MAP-Kinase 
Phosphorylierung. In Anwesenheit von Cerivastatin wurde die Thrombin-induzierte 
Aktivierung der MAP-Kinase unterdrückt. Der Entzug des Statins führte zu einer starken 
Potenzierung der Agonisten-vermittelten p38 MAP-Kinase Phosphorylierung (Abbildung 6 B). 
Bei ERK 1/2 wurden unterschiedliche Effekte verzeichnet. Obwohl Thrombin eine signifikante 
Steigerung der Phosphorylierung von ERK 1/2 bewirkte, hatten weder Cerivastatin noch 
dessen Entzug einen Einfluss auf die Thrombin-vermittelte Aktivierung dieser MAP-Kinase 
(Abbildung 6 B). 
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Abbildung 6: Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die basale (A) 
und Thrombin-induzierte (B) Phosphorylierung von p38 MAP-Kinase und ERK 
1/2 
Glatte Muskelzellen wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin (100 nM) vorinkubiert. In 
Untergruppen wurde das Statin durch mehrmaliges Waschen entfernt (WD). 
Oben: Exemplarischer Westernblot. 
 
 
  36Unten: Densitometrische Auswertung der Phosphorylierung 90 Minuten nach 
Cerivastatin-Entzug (WD) gegen Cerivastatin-Behandlung (Ceri) und Kontrolle (CTL). 
(n=4)  *p<0,05  O.D.: Optische Dichte 
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Abbildung 7: Effekt der Statin-Behandlung auf die MAP-Kinase Aktivierung in 
humanen glatten Muskelzellen 
Die Zellen wurden für 24 Stunden in serumfreiem Medium mit Cerivastatin (0, 1 und 
10 µM) vorbehandelt und mit Thrombin (Th, 3 U/ml) oder Angiotensin II (AII, 100 nM) 
für fünf oder zehn Minuten stimuliert.  
Dargestellt sind exemplarische Westernblots unter Anwendung von phospho- 
spezifischen Antikörpern gegen p38 MAP-Kinase. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  385. Effekt von Cerivastatin und Statin-Entzug auf die Expression von Tissue 
Faktor 
In glatten Muskelzellen der menschlichen Aorta und der Ratte war die basale Expression von 
Tissue Faktor schwach oder nicht nachweisbar. 
Die Behandlung mit Cerivastatin hatte keinen Einfluss auf die basale Expression von Tissue 
Faktor. Thrombin als Positiv-Kontrolle bewirkte hingegen eine Steigerung der Expression. 
Nach Entzug des Statins kam es zu einer verstärkten Induktion von Tissue Faktor mRNA mit 
einem Maximum nach drei Stunden. Der Effekt des Entzuges führte zu einer deutlichen 
Potenzierung der Thrombin-vermittelten Induktion von Tissue Faktor mRNA (Abbildung 8). 
 
Um zu klären, ob es durch die Entzug-induzierte Steigerung der Expression von Tissue Faktor 
mRNA ebenfalls zu einem Anstieg der Aktivität von Tissue Faktor an der Zellmembran kam, 
wurde der Assay zur prokoagulatorischen Aktivität durchgeführt.  
Es stellte sich heraus, dass Cerivastatin (30 nmol/l) keinen Einfluss auf die Tissue Faktor-
induzierte Thrombinbildung aus Prothrombin hatte. Der Cerivastatin-Entzug bewirkte jedoch 
eine Steigerung der prokoagulatorischen Aktivität um 40% (Abbildung 9). 
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Abbildung 8: Effekt von Cerivastatin und Statin-Entzug auf die Expression von 
Tissue Faktor 
Humane glatte Gefäßmuskelzellen wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin               
(100 nmol/l) behandelt. In Untergruppen wurde das Statin durch mehrmaligen 
Mediumwechsel entfernt (Entzug).  
Dargestellt ist ein exemplarischer Northern Blot der Expression des Tissue Faktors 
unter basalen Bedingungen gegen Cerivastatin-Entzug (drei Stunden vor Ende des 
Versuchs) mit oder ohne Cerivastatin-Vorbehandlung in An- oder Abwesenheit von 
Thrombin (1 U/ml). 
Die Zahlen unterhalb des Blots sind die Ergebnisse der densitometrischen 
Auswertung. (n=4)  *p<0,05 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  40 
 
2 3 4 5 6 7
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
CTL
Thrombin Cerivastatin
Entzug
Zeit [min]
P
r
o
k
o
a
g
u
l
a
t
o
r
i
s
c
h
e
 
A
k
t
i
v
i
t
ä
t
[
∆
O
.
D
.
]
2 3 4 5 6 7
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
CTL
Thrombin Cerivastatin
Entzug
Zeit [min]
P
r
o
k
o
a
g
u
l
a
t
o
r
i
s
c
h
e
 
A
k
t
i
v
i
t
ä
t
[
∆
O
.
D
.
]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die 
prokoagulatorische Aktivität 
Humane glatte Muskelzellen wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin (30 nmol/l) oder 
Thrombin (1 U/ml) vorinkubiert. In Untergruppen wurde das Medium sechs Stunden 
vor dem Versuch mehrfach gewechselt (Entzug). Zu den Zellen wurden humanes 
Thrombozyten-armes Serum und ein chromogenes Substrat (S-2238) gegeben. Durch 
Zugabe von Calcium wurde die Gerinnungskaskade gestartet. Die Spaltung des 
chromogenen Substrates erfolgte durch die Protease Thrombin, die während des 
Gerinnungsvorgangs gebildet wurde. Das gelbe Reaktionsprodukt wurde im 
Photometer bei 405 nm gemessen. Die Absorptionswerte dienten als Maß für die 
prokoagulatorische Aktivität der humanen glatten Gefäßmuskelzellen. Im Ergebnis 
wurde jeweils der prozentuale Wert gegenüber dem in dem entsprechenden 
Versuchsansatz gemessenen Höchstwert angegeben und auf der Zeitachse 
dargestellt. (n=6) 
 
 
 
 
  416. Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die Expression von 
MCP-1 
In glatten Muskelzellen der humanen Aorta und der Ratte war die basale MCP-1 Expression 
detektierbar, die nicht durch Cerivastatin beeinflusst wurde. 
Wurde das Statin entzogen, kam es zu einer signifikanten Steigerung der MCP-1 Expression. 
Thrombin bewirkte ebenfalls eine Induktion von MCP-1  mRNA,  die  durch  Cerivastatin       
(0,1 µmol/l) verhindert wurde. Der Entzug des Statins führte zu einer Potenzierung der MCP-1 
Expression durch Thrombin (Abbildung 10). 
 
Um zu klären, ob die durch Statin-Entzug vermittelte Induktion von MCP-1 mRNA tatsächlich 
in einer relevanten Proteinexpression resultiert, wurde die MCP-1 Freisetzung mittels ELISA-
Technik quantifiziert.  
Es zeigte sich, dass die Positiv-Kontrolle Thrombin eine signifikante Erhöhung der MCP-1 
Sekretion bewirkte. Cerivastatin (1 µmol/l), Atorvastatin  (10  µmol/l)  und  Lovastatin             
(10 µmol/l) hingegen nahmen kaum Einfluss auf die basale MCP-1 Freisetzung, die unter 
Kontrollbedingungen gemessen wurde. Im Gegensatz dazu führte der Entzug der Statine zu 
einer deutlichen Steigerung der Sekretion von MCP-1 um 50% des Effektes von Thrombin 
(Abbildung 11). 
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Abbildung 10: Effekt von Cerivastatin und Cerivastatin-Entzug auf die 
Expression von MCP-1  
Humane glatte Gefäßmuskelzellen wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin               
(100 nmol/l) vorinkubiert. In Untergruppen wurde das Statin durch wiederholten 
Mediumwechsel entfernt (Entzug).  
Dargestellt ist ein exemplarischer Northern Blot der Expression von MCP-1 unter 
basalen Bedingungen gegen Cerivastatin-Entzug (drei Stunden vor Ende des 
Versuchs) mit oder ohne Cerivastatin-Vorbehandlung in An- oder Abwesenheit von 
Thrombin (1 U/ml).  
Die Zahlen unterhalb des Blots sind die Ergebnisse der densitometrischen 
Auswertung. (n=4)  *p<0,05 
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Abbildung 11: Effekt der Statine und des Statin-Entzuges auf die MCP-1 
Sekretion von glatten Muskelzellen 
Glatte Gefäßmuskelzellen der Ratte wurden für 24 Stunden mit Cerivastatin (Ceri,           
1 µmol/l), Atorvastatin (Ator, 10 µmol/l) oder Lovastatin (Lova, 10 µmol/l) behandelt. In 
Untergruppen wurde das Statin durch mehrmaliges Waschen entfernt (Entzug). 
Dargestellt ist die mittels ELISA ermittelte MCP-1 Akkumulation über acht Stunden. 
Thrombin (Thro, 3 U/ml) diente als Positiv-Kontrolle. (n=3)  *p<0,05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  447. Mechanismus des Statin-Entzuges auf die MCP-1 Expression in glatten 
Gefäßmuskelzellen 
Um zu zeigen, dass die durch Entzug von Cerivastatin vermittelte MCP-1 Expression durch 
Intermediate der Cholesterinbiosynthese beeinflusst wird, wurde der Versuch mit einigen 
dieser Substanzen in Anwesenheit von Cerivastatin durchgeführt. 
Es stellte sich heraus, dass in Anwesenheit von Thrombin, aber Abwesenheit von Cerivastatin 
Geranylgeranylpyrophosphat (10 µmol/l), Farnesylpyrophosphat (10 µmol/l) und 
Mevalonsäure (100 µmol/l) nur einen geringen Effekt auf die MCP-1 Expression hatten. In 
Anwesenheit von Cerivastatin kam es jedoch zu einer signifikanten Erhöhung der MCP-1 
Expression durch Geranylgeranylpyrophosphat und Mevalonsäure. Farnesylpyrophosphat 
hingegen beeinflusste in Gegenwart von Cerivastatin nicht die Induktion von MCP-1 mRNA 
(Abbildung 12 A). 
 
Um die Rolle der NADPH-Oxidase und der MAP-Kinasen in der Signaltransduktion bezüglich 
der MCP-1 Expression zu untersuchen, wurden im weiteren Versuch Hemmstoffe eingesetzt. 
Dabei unterdrückt PD98059 die ERK 1/2 Aktivierung, SB203580 ist ein Hemmstoff der p38 
MAP-Kinase und Diphenyleniodonium (DPI) hemmt unspezifisch die NADPH-Oxidase. Es 
zeigte sich, dass die Inhibitoren PD98059, SB203580 und DPI vollständig die durch Statin-
Entzug vermittelte Induktion von MCP-1 mRNA sowohl unter basalen Bedingungen als auch 
unter Thrombin-Stimulation verhinderten (Abbildung 12 B). 
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PD SB DPI
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Thrombin
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Cerivastatin
A GGPP FPP
- - - - 0.1 1 0.1 1 0.1 1 -
1.0 3.0±.2*3.4±.3# 3.1±.3 4.8 ±.3# 3.1 ±.2 3.8 ±.2# 3.1±.4
GGPP FPP
 
Abbildung 12: Mechanismus des Statin-Entzuges auf die MCP-1 Expression 
Humane glatte Muskelzellen wurden mit Cerivastatin inkubiert. In Untergruppen wurde 
das Statin ausgewaschen (Entzug). 
(A) Dargestellt ist ein exemplarischer MCP-1 Northern Blot unter Einsatz von 
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, 10 µM), Farnesylpyrophosphat (FPP, 
10 µM) und Mevalonsäure (100 µM) unter Thrombin-Stimulation (1 U/ml) in 
An- oder Abwesenheit der angegebenen Konzentrationen an Cerivastatin 
(Ceri).  
(B) Exemplarischer MCP-1 Northern Blot unter basalen Bedingungen (oben) 
oder mit Thrombin-Stimulation (unten) in An- oder Abwesenheit von 
PD98059 (PD, 50 µM), SB203580 (SB, 20 µM) und Diphenyleniodonium 
(DPI, 10 µM). Die Zahlen unterhalb der Blots sind die Ergebnisse der 
densitometrischen Auswertung.  *p<0,05                   
 
 
  46V. Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt des Entzuges einer Statin-Behandlung auf glatte 
Muskelzellen untersucht. HMG-CoA-Reduktasehemmer führten zu einer Akkumulation von 
inaktivem Rac im Zytoplasma von glatten Muskelzellen, was die Hemmung der Rac-
abhängigen NADPH-Oxidase und konsekutiver Verminderung der Phosphorylierung von 
mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinasen zur Folge hatte. 
 
Nach Entzug von Statinen kam es zu einer überschiessenden Translokation der kleinen GTPase 
vom Zytoplasma an die Plasmamembran. Die Aktivierung von Rac resultierte in einer 
Erhöhung der zellulären ROS-Produktion. Ferner war der Statin-Entzug mit einem Anstieg der 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen und der damit verbundenen Expressionssteigerung von 
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) und Tissue Faktor (TF) assoziiert. Die durch 
Entzug induzierte Genexpression konnte durch Hemmstoffe der MAP-Kinasen und der 
NADPH-Oxidase unterdrückt werden. 
 
1. Der Einfluss von Cerivastatin auf die vaskuläre Homöostase 
In einer Vielzahl von Studien an Zellkulturen, Tiermodellen der Arteriosklerose und letztlich 
auch am Patienten ist nachgewiesen worden, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer die 
Expression von MCP-1 und Tissue Faktor unterdrücken
80-83. Eine der am besten untersuchten 
Effekte der Statine in Tier- und Zellkulturversuchen ist die Hemmung der Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen ERK (extracellular signal-regulated kinase) 1/2
84 und p38 MAP-Kinase
84;85, 
die zu der Familie der Serin/Threonin Proteinkinasen gehören
48;86. Da sowohl ERK 1/2 als 
auch p38 MAP-Kinase bei der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor (NF)-κB 
und Aktivator-Protein-1 (AP-1) eine Rolle spielen
87;88, ist es nicht verwunderlich, dass Statine 
  47auch die Bindung dieser Transkriptionsfaktoren an die DNA verhindern
89-91. Daher ist die 
Inhibition der Induktion von MCP-1 und TF, die beide unter der Kontrolle von NF-κB und  
AP-1 stehen
92;93, indirekt als Folge der Statin-vermittelten Hemmung der Rho-GTPasen zu 
sehen. 
 
In diesem Zusammenhang konzentrierten wir uns auf die Rho-GTPase Rac, deren Lokalisation 
in der Zelle mittels Western-Blot-Technik ermittelt wurde.  
Es zeigte sich, dass Behandlung von glatten Gefäßmuskelzellen mit Cerivastatin zu einer 
signifikanten Rac-Ansammlung im Zytoplasma führte. Dieser Befund konnte in weiteren 
Versuchen auf die durch HMG-CoA-Reduktasehemmer induzierte Blockierung der 
Geranylgeranylierung zurückgeführt werden. Es stellte sich heraus, dass die Zugabe von 
Geranylgeranylpyrophosphat und Mevalonsäure in Gegenwart von Cerivastatin zur Statin-
Entzug vermittelten Induktion von MCP-1 und Tissue Faktor führte. Farnesylpyrophosphat 
hingegen hatte keinen Effekt auf die Wirkung der Statine, da dieser Phosphorsäureester für die 
Verankerung von Ras in die Membran benötigt wird.      
 
Eine Eigenschaft von Rac ist die Aktivierung der NADPH-Oxidase
45;52;75;94;95, die die 
wichtigste Quelle der ROS-Bildung in der Gefäßwand ist
75;76;96. 
Andere Arbeitsgruppen beschrieben, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer von den Unter- 
einheiten der NADPH-Oxidase die Expression der p22
phox mRNA
41 und der Nox2 mRNA
74 
reduzieren, so dass es ebenfalls zu einer Senkung der ROS-Bildung kommt.  
Eigene Beobachtungen belegten jedoch, dass Cerivastatin dosisabhängig die p22
phox 
Expression steigerte. Diese Befunde lassen sich möglicherweise so interpretieren, dass der 
Effekt von HMG-CoA-Reduktasehemmer auf die NADPH-Oxidase Expression dosis-, 
produkt- oder zellspezifisch ist. 
  48Es ist allgemein anerkannt, dass Statine einen hemmenden Effekt auf die ROS-Produktion 
haben
38; ein Befund, der in der vorliegenden Studie nicht nachvollzogen werden konnte. Diese 
Diskrepanz lässt sich dadurch erklären, dass für die Messung der Sauerstoffradikale mit der 
Dihydrodichlorofluorescein-Oxidations-Methode nicht-stimulierte Zellen verwendet wurden, 
aber Statine nur die Agonisten-induzierte und daher Rac-vermittelte ROS-Produktion 
unterdrücken
38. Dies steht ebenfalls in Einklang mit der Beobachtung in eigenen 
Untersuchungen, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer per se lediglich einen geringen Einfluss 
auf die basale Phosphorylierung von p38 MAP-Kinase sowie auf die Expression der 
proarteriosklerotischen Gene MCP-1 und TF hatten. Erst unter dem Einfluss von Angiotensin 
II und Thrombin verhinderten Statine die Aktivierung dieser MAP-Kinase und damit die 
Induktion der proinflammatorischen Faktoren
97;98.  
Da MCP-1 chemotaktisch für Monozyten/Makrophagen wirkt
99-101 und es aufgrund der 
Makrophageninfiltration von Gefäßwänden zur Entstehung arteriosklerotischer Läsionen 
kommt
102;103, tragen HMG-CoA-Reduktasehemmer zur Hemmung der Inflammation in den 
Blutgefäßen bei. Durch die Unterdrückung der Agonisten-induzierten Expression von TF, der 
eine wichtige Rolle bei der Thrombusbildung spielt
104, wirken Statine antiarteriosklerotisch.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  492. Die Rolle des Statin-Entzuges für die Signaltransduktion glatter 
Gefäßmuskelzellen 
Nach Entzug von Cerivastatin aus dem Inkubationsmedium kam es zu einer deutlichen 
Translokation der kleinen GTPase Rac vom Zytoplasma zurück an die Plasmamembran, was 
als Reboundeffekt verstanden wurde
105-107. Dies hatte zur Folge, dass zwei und drei Stunden 
nach Entzug des Statins die Konzentration von Rac in der Membran höher war als unter 
Kontrollbedingungen.  
Wurde die Messung der Sauerstoffradikale in Abwesenheit der Statine durchgeführt, war zu 
beobachten, dass der Entzug zu einer signifikanten Steigerung der basalen zellulären ROS-
Bildung führte. Aus diesem Befund kann gefolgert werden, dass die überschiessende 
Translokation der GTPase in einer Aktivierung der NADPH-Oxidase resultierte. 
 
Um zu zeigen, dass die NADPH-Oxidase an der Signaltransduktion beteiligt ist, wurde in 
eigenen Versuchen die Substanz Diphenyleniodonium (DPI) verwendet, die als potenter 
Hemmstoff der leukozytären NADPH-Oxidase bekannt ist
108. Es stellte sich heraus, dass die 
durch Statin-Entzug vermittelte Induktion von MCP-1 mRNA durch DPI unterdrückt wurde.  
Der Flavinhemmstoff DPI ist jedoch ausgesprochen unspezifisch gegenüber der leukozytären 
NADPH-Oxidase und hemmt sowohl die NO-Synthase
109;110, die Xanthinoxidase
111, 
Cytochrom P450-Monooxygenasen
57 als auch die Atmungskette
112. Diese Beobachtung lässt 
daher nicht eindeutig die Beteiligung der p22
phox-enthaltenden NADPH-Oxidase an der ROS-
Produktion und der damit verbundenen Genexpression zu. 
 
ROS verändern die Funktion zahlreicher Enzyme, die eine wichtige Rolle bei der 
Signaltransduktion spielen. Zu ihnen gehört die p38 MAP-Kinase.  
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Thrombin-induzierte Phosphorylierung der p38 
MAP-Kinase eher auf die Aktivierung der NADPH-Oxidase und konsekutiver ROS-Bildung 
  50zurückzuführen ist als auf eine direkte Aktivierung der MAP-Kinase
97. Die durch die NADPH-
Oxidase vermittelte Phosphorylierung von p38 MAP-Kinase resultierte in der Induktion von 
MCP-1
97 und TF mRNA
113. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von p38 MAP-Kinase und der NADPH-
Oxidase an der Statin-Entzug vermittelten Genexpression durch Einsatz von Hemmstoffen 
untersucht. Es zeigte sich, dass unter dem Einfluss der Substanz SB203580, die die p38 MAP-
Kinase inhibiert, die durch Statin-Entzug induzierte Expression von MCP-1 unterdrückt wurde. 
Wie bereits erwähnt, war der Einsatz von DPI ebenfalls mit einer Hemmung der Induktion des 
proinflammatorischen Faktors verbunden. 
 
Nach Entzug von Cerivastatin wurde eine signifikante Steigerung in der p38 MAP-Kinase 
Phosphorylierung beobachtet, die ihr Maximum nach zwei Stunden erreicht. 
Die Entzug-induzierte Phosphorylierung der MAP-Kinase wurde sowohl unter Kontroll- 
bedingungen als auch unter Thrombin-Stimulation beobachtet.  
 
Interessanterweise kam es bei Unterbrechung der Statin-Behandlung ebenfalls zu einer 
signifikanten Erhöhung der Phosphorylierung von ERK 1/2, die jedoch nur unter basalen 
Bedingungen ausgeprägt war. Thrombin führte zwar auch zu einer deutlichen Steigerung der 
ERK 1/2 Phosphorylierung, die aber weder durch Cerivastatin noch durch dessen Entzug 
beeinflusst wurde. Diese Beobachtung stand nicht in Einklang mit Studien anderer 
Arbeitsgruppen, die beschrieben, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer das Potenzial haben, die 
Aktivierung von ERK 1/2 zu unterdrücken
84;90. Die unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich 
nur so erklären, dass der Effekt der Statine auf eine spezifische Zelllinie oder hohe 
Konzentrationen an Statin beschränkt ist.  
  51Da der negative Einfluss von Cerivastatin auf die ERK 1/2 Phosphorylierung unter Thrombin-
Stimulation ausbleibt, ist zu vermuten, dass die Angiotensin II- und Thrombin-induzierte 
Aktivierung von ERK 1/2 nicht über die NADPH-Oxidase vermittelt wird, obwohl ERK 1/2 
durch ROS aktiviert werden kann. Dieser Befund kann durch Arbeiten anderer
114 und der 
eigenen Gruppe
97 gestützt werden. 
Diese Erkenntnis könnte die Erklärung für die Beobachtung sein, dass die Thrombin-
vermittelte Induktion von MCP-1 mRNA nicht durch Inhibitoren von ERK 1/2 unterdrückt 
wurde
85;97. In der vorliegenden Arbeit hemmte die Substanz PD98059, die die Funktion dieser 
MAP-Kinase aufhob, hingegen die Statin-Entzug induzierte Expression dieses Gens sowohl 
unter Kontrollbedingungen als auch unter Thrombin-Stimulation. Es könnte daher 
angenommen werden, dass andere Mechanismen zusätzlich zu der direkten Aktivierung von 
ERK 1/2 über den Ras/Raf-MEK-Weg als Antwort auf den Statin-Entzug vorhanden sind, die 
zur Induktion von MCP-1 mRNA beitragen. Eine mögliche Erklärung wäre, dass in der Zelle 
bestimmte Phosphatasen vorkommen, die selektiv die Phosphorylierung der MAP-Kinase 
rückgängig machen.  
Über ihre Effekte auf die Signaltransduktion und somit indirekt auf die Genexpression 
kontrollieren HMG-CoA-Reduktasehemmer wiederum die Expression anderer Enzyme, die 
eine bedeutende Rolle bei der Signaltransduktion spielen. Es konnte gezeigt werden, dass 
Lovastatin die Expression der Phosphatase PP1 hemmt
115. Da PP1 ERK 1/2 dephosphoryliert, 
hat eine Abnahme der Phosphatase-Konzentration eine Steigerung der Phosphorylierung der 
MAP-Kinase und Aktivierung der nachgeschalteten Signaltransduktionswege zur Folge. Es ist 
anzunehmen, dass ein ähnliches Phänomen für die Phosphorylierung von ERK 1/2 in der 
vorliegenden Arbeit verantwortlich ist.  
 
Da p38 MAP-Kinase und ERK 1/2 , wie oben erwähnt, eine wichtige Rolle für die Induktion 
redox-sensitiver Gene spielen, war der Statin-Entzug mit einer Erhöhung der Expression von  
  52MCP-1 und Tissue Faktor verbunden. Die Tissue Faktor-Expressionssteigerung war so 
ausgeprägt, dass es auch zu einer Steigerung der Aktivität von Tissue Faktor an der 
Zellmembran kam, wie durch Messung der Tissue Faktor-induzierten Thrombinbildung aus 
Prothrombin gezeigt werden konnte.  
Die durch Abbruch der Statin-Behandlung bedingte Erhöhung der MCP-1 Expression 
resultierte in einer signifikanten MCP-1 Freisetzung, die mittels ELISA-Technik gemessen 
wurde. 
 
Wenig ist über die Effekte des Statin-Entzuges auf die zelluläre und vaskuläre Homöostase 
bekannt. In Arbeiten anderer
116 und der eigenen Gruppe
117 wurde beschrieben, dass der 
Abbruch der Statin-Behandlung in Mäusen mit einer Senkung der NO-Bioverfügbarkeit 
assoziiert war. Die Wirkung des Statin-Entzuges auf die endothelabhängige Relaxation läuft 
dabei auf zwei verschiedenen, aber komplementären Wege ab. Zum einen führt die 
überschiessende Aktivierung der GTPase RhoA, die wie Rac geranylgeranyliert wird, als Folge 
des Entzuges zu einer Unterdrückung der Expression der endothelialen NO-Synthase
116. Zum 
anderen hat die durch die Unterbrechung der Statin-Behandlung bedingte Translokation von 
Rac an die Membran die Aktivierung der vaskulären NADPH-Oxidase zur Folge, was mit der 
Inaktivierung von NO durch ROS verbunden ist
117. 
 
Zusammenfassend weisen die Befunde in der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der Entzug 
von Statinen in kultivierten glatten Muskelzellen die Expression von MCP-1 und TF via eine 
Aktivierung von ERK 1/2, p38 MAP-Kinase und NADPH-Oxidase induzierte. 
 
 
 
  533. Die Bedeutung des Statin-Entzuges für die Klinik 
Es ist sicherlich schwierig, Schlüsse über die klinische Relevanz der vorliegenden 
Beobachtung zu ziehen, da der Effekt des Statin-Entzuges nur in kultivierten Zellen untersucht 
wurde, wobei hohe Dosen der HMG-CoA-Reduktasehemmer verwendet wurden. Es sollte 
jedoch erwähnt werden, dass die Zahl der klinischen Befunde wächst, die eine Relevanz für die 
Situation am Menschen bei Statin-Entzug erlauben. Es konnte gezeigt werden, dass die 
Unterbrechung der Statin-Behandlung bei Menschen mit einer Erhöhung der 
Myokardinfarktrate einhergeht
105-107. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  54VI. Zusammenfassung 
 
Die Wirkung der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA-Reduktasehemmer ist auf die Blockierung 
der Isoprenoid-Bildung in der Cholesterin-de-novo-Synthese zurückzuführen. Unter Statin-
Behandlung von glatten Gefäßmuskelzellen kommt es im Zytoplasma zur Akkumulation der 
inaktiven GTPase Rac, die für ihre Aktivierung Geranylgeranylpyrophosphat zur Verankerung 
in die Plasmamembran benötigt. Nach Stimulation von Agonisten wie Angiotensin II und 
Thrombin hemmen Statine die Rac-abhängige NADPH-Oxidase, die eine wichtige Quelle der 
vaskulären Sauerstoffradikalproduktion (ROS) ist. Die Senkung der ROS-Bildung hat die 
Blockierung der Phosphorylierung von ERK 1/2 und p38 MAP-Kinase und der Expression 
redox-sensitiver Gene zur Folge. 
  
In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen an kultivierten glatten Muskelzellen 
zusammengefasst, die zeigen sollen, dass der Statin-Entzug in der Expression pro- 
inflammatorischer Gene resultiert, die eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung und 
Progression der Arteriosklerose spielen. 
Es wurde nachgewiesen, dass der Entzug von Cerivastatin in vorbehandelten glatten 
Gefäßmuskelzellen zur Induktion von MCP-1 und Tissue Faktor (TF) mRNA führt. Die 
Steigerung der Expression von MCP-1 hat schließlich eine relevante MCP-1 Freisetzung zur 
Folge. Im Falle von TF ist die Expression so ausgeprägt, dass es auch zu einer Erhöhung der 
Aktivität von TF an der Zellmembran kommt. 
Durch Zusatz von Geranylgeranylpyrophosphat und Mevalonsäure kann die Wirkung der 
HMG-CoA-Reduktasehemmer wieder aufgehoben werden. Unter dem Einfluss der 
Hemmstoffe PD98059, SB203580 und Diphenyleniodonium (DPI) wird die durch Abbruch der 
Statin-Behandlung bedingte Expression des proarteriosklerotischen Faktors unterdrückt. Diese 
  55Beobachtung lässt die Beteiligung von ERK 1/2, p38 MAP-Kinase und NADPH-Oxidase an 
der Signaltransduktion zu.  
Der Entzug von Statinen führt zu einer Steigerung der Phosphorylierung der MAP-Kinasen 
und zu einer Verstärkung der ROS-Bildung. Da die Produktion von Sauerstoffradikalen 
vermutlich als Folge der Aktivierung der Rac-abhängigen NADPH-Oxidase ist, wurde der 
Effekt des Entzuges auf die Rac-Translokation in der Zelle untersucht. Es zeigte sich, dass die 
Unterbrechung der Behandlung mit HMG-CoA-Reduktasehemmer mit einer über- 
schiessenden Translokation der GTPase vom Zytoplasma an die Plasmamembran verbunden 
ist. 
 
Aus den erhobenen Befunden kann somit gefolgert werden, dass der Entzug von Statinen in 
einer Aktivierung von Rac und konsekutiver ROS-Bildung resultiert. Durch die Aktivierung 
der nachfolgenden Signaltransduktionskaskaden kommt es zu einer Induktion von MCP-1 und 
Tissue Faktor.      
        
  
     
                    
       
        
   
 
 
  
 
 
  56VII. Summary 
 
In addition to their lipid-lowering ability 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 
inhibitors (statins) exert pleiotropic effects on the vascular wall which are mediated by their 
inhibitory effect on isoprenoid synthesis, including inhibition of Rac. Via this mechanism 
statins inhibit angiotensin II- and thrombin-mediated activation of the Rac-dependent NADPH 
oxidase which is known to generate reactive oxygen species (ROS). The decrease of ROS 
production leads subsequently to an attenuation of p38 MAP kinase and ERK 1/2 
phosphorylation which control the expression of many redox-sensitive genes. The withdrawal 
of HMG-CoA reductase inhibitors deteriorates endothelial function. 
 
The present study was performed in vascular smooth muscle cells to determine whether statin 
withdrawal results in an induction of proinflammatory genes involved in the development and 
progression of arteriosclerosis. 
It was demonstrated that the removal of cerivastatin from pretreated vascular smooth muscle 
cells induced an increase in MCP-1 and tissue factor (TF) mRNA expression and enhanced 
MCP-1 secretion as well as cell surface TF activity.  
In the presence of cerivastatin, this effect was mimicked by geranylgeranylpyrophosphate or 
mevalonate. Withdrawal-induced MCP-1 expression was sensitive to PD98059, SB203580, 
and diphenylene iodonium, suggesting an involvement of ERK 1/2, p38 MAP kinase, and the 
NADPH oxidase.  
Withdrawal increased the activity of ERK 1/2 and p38 MAP kinase and enhanced radical 
production. Because the latter effect may result from a Rac-mediated activation of the NADPH 
oxidase, the effect of withdrawal on Rac translocation was studied.  
  57It was shown that removal of statins was associated with an overshoot translocation of Rac to 
the plasma membrane. 
 
These observations suggest that statin withdrawal results in the activation of Rac and enhanced 
oxidative stress. The subsequent activation of redox-activated signal-transduction cascades 
leads to the expression of MCP-1 and TF.   
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